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短 时 热 激 后 家 答对 核 型 多 角 体 病毒 的 抗 性 及 
相关 折 亢 肽 和 热 激 香 白 基因 表达 水 平 的 变化 
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摘要 :【 目 的] 探讨 短 时 热 激 对 家 看 Bombyx mori 抵抗 核 型 多 角 体 病毒 能 力 的 影响 ， ~ 深入 研究 家 
蛋 热 激 响 应 的 抗 病毒 免疫 机 制 提供 参考 。[ 方 法 ] 家 蛋 5 龄 幼虫 42% 热 激 15 min 后 ,经 口 喂食 家 看 
核 型 多 角 体 病毒 ( Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV) (5.4 x 10° PIBs/ 关 ) A 观察 
热 激 对 家 乔 感 染病 毒 的 影响 ;同时 ,利用 实时 荧光 定量 RT-PCR 技术 检测 热 激 后 7 类 抗菌 肽 主 基 因 
(BmcecD, Bmmor, Bmglve2, BmdefeB, Bmattal, Bmenbo2 和 Bmlebo3) 以 及 6 种 热 激 蛋白 基因 
(Bmhsp90, Bmhsp70, Bmhsp40, Bmhsp19.9, Bmhsp21.4 和 Bmhsp25.4) Æ- RÆ 5 #4 $ PH 22 
中 的 表达 变化 ;利用 MEGA 5.0 软件 对 家 入 所 有 热 激 蛋 白 进行 系统 进化 分 析 。【[【 结果 】 与 未 进行 热 
激 处 理 相 比 , 短 时 42°C 热 激 能 够 明显 提高 感染 BmNPV RAS 龄 幼 忠 的 存活 率 。 实 时 荧光 定量 
RT-PCR 结果 表明 ,与 未 热 激 处 理 相 比 , 热 激 处 理 后 感染 BmNPV 的 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 组 织 中 
Bmglve2 和 Bmhsp25. 4 的 表达 量 显 著 上 升 。 另 外 ,系统 进化 分 析 显 示 , 小 分 子 热 BmHSP25. 4 
在 进化 上 特殊 ,单独 与 大 分 子 热 激 蛋白 (BmHSP90，BmHSP70 和 BmHSP40 ) 聚 为 一 类 。 【结论 ] 短 
时 热 激 能 够 提高 家 看 对 BmNPV 的 抗 性 , 热 激 蛋白 基因 Bmhsp25.4 和 抗菌 cys Bmglve2 可 能 在 家 
乔 热 激 响应 的 抗 病毒 免疫 中 发 挥 关联 功能 。 
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Changes in the resistance to nucleopolyhedrovirus and the expression 
levels of the related antimicrobial peptide and heat shock protein genes in 
Bombyx mori exposed to short-time heat shock 

TANG Fen-Fen'’*, ZHENG Ya-Qiang', BAI Xing-Rong”* , CHEN Bin'’* (1. State Key Laboratory for 
Conservation and Utilization of Bio-Resources in Yunnan, College of Plant Protection, Yunnan 
Agricultural University, Kunming 650201, China; 2. Institute of Sericulture and Apiculture, Yunnan 
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Abstract; [ Aim] This study aims to investigate the effect of short-time heat shock on the resistance of 
the silkworm, Bombyx mori to nucleopolyhedrovirus, so as to provide references for further study on the 
antiviral immune mechanism of the silkworm in response to heat shock. [Methods] The Sth instar larvae 
of B. mori were exposed to 42°C for 15 min, and then fed with B. mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) 
(5.4 x 10° PIBs/individual). All the tested larvae were reared as usual. The transcription levels of seven 
major antimicrobial genes (BmcecD, Bmmor, Bmglve2, BmdefeB, Bmattal, Bmenbo2 and Bmlebo3 ) 
and six heat shock protein genes ( Bmhsp90, Bmhsp70, Bmhsp40, Bmhsp19.9, Bmhsp21.4 and 
Bmhsp25.4) in the midgut of the 5th instar larvae after heat-shock treatment were analyzed by 


quantitative real-time PCR. The amino acid sequences of all BmHSPs were also phylogenetically analyzed 
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using MEGA 5.0. [ Results] Short-time heat shock significantly increased the survival rate of the 


BmNPV-infected 5th instar larvae of B. mori, as compared with the non-heat shock group. Quantitative 


real-time PCR results showed that the expression levels of Bmglve2 and Bmhsp25.4 were significantly up- 


regulated in the midgut of the BmNPV-infected 5th instar larvae of B. mori exposed to heat shock in 


comparison with the non-heat shock groups. The phylogenetic analysis showed that BmHSP25. 4 was 


special in evolution, and individually classified into the same cluster with large HSPs ( BmHSP90, 
BmHSP70 and BmHSP40). [Conclusion] Short-time heat shock before BmNPV feeding can enhance the 
resistance of B. mori to BmNPV. Bmhsp25.4 and Bmglve2 may relatively function in the immunity 


induction of B. mori against BmNPV through heat shock response. 


Key words; Bombyx mori; heat shock; BmNPV; antimicrobial peptide; heat shock protein; mRNA 


expression level 








昆虫 不 具有 类 似 哺 乳 动 物 的 BANA T RE 
系统 ,体液 中 也 没有 免疫 球 蛋 白 及 补体 ,但 昆虫 在 与 
微生物 长 期 相互 作用 的 共同 进化 中 ,产生 了 抵御 各 


























时 也 是 鳞 却 目的 模式 昆虫 。 家 答 的 饲育 适 温 为 20 ~ 
30°C ,不 同 品种 对 高 温 的 耐 受 性 是 有 差异 的 ,不 同 发 
育 时 期 的 家 乍 对 高 温 的 耐 受 性 也 不 同 ,5 龄 幼虫 的 




















种 微生物 侵 染 的 快速 .多样 有效 的 先天 免疫 系统 ， 
包括 局 部 免疫 反应 和 系统 免疫 反应 ,如 上 皮 组 织 抗 
菌 肽 和 活性 氧 的 产生 、 血 细胞 对 外 源 微生物 的 吞 鸣 
和 包 被 .脂肪 体 产 生 多 种 抗菌 肽 (antimicrobial 
peptides ) 等 ( Hoffmann and Reichhart， 2002; 
Lemaitre and Hoffmann, 2007; Buchon et al., 2009) , 
其 中 很 多 机 制 和 高 等 动物 相 类 似 (Brennan and 
Anderson, 2004) 。 

关于 昆虫 的 先天 性 免疫 ,一 直 认 为 无 法 建立 免 
疫 记 忆 。 但 越 来 越 多 的 证 据 表 明 , 有 些 昆虫 遭受 微 
生物 侵 染 引发 免疫 后 , 当 再 次 遇 到 侵 染 时 ,抵抗 力 会 
提高 。 这 种 现象 在 许多 昆虫 中 都 有 报道 ,如 果 晶 
Drosophila melanogaster( Pham et al., 2007) , KIR IE 
Galleria mellonella( Bergin et al., 2006) , IX] EE YE FẸ EX 
Anopheles gambiae ( Heard et al., 2005; Rodrigues et 
al., 2010) 等 。 这 种 免疫 增强 的 现象 称 为 免疫 致 敏 
(priming or trained immunity ) ( Netea et al., 2011; 
Quintin et al., 2014)。 男 外 ,环境 条 件 如 饮食 、 温 度 
等 也 会 诱发 类 似 的 现象 ,影响 免疫 反应 。 研 究 表明 ， 
与 其 他 物理 胁迫 下 ,幼虫 通过 提高 抗菌 肽 基因 的 表 
达 量 而 增强 对 微生物 的 抵抗 力 (Wojda and 
Jakubowicz, 2007; Mowlds et al., 2008 ) 。 同 时 ,研究 
还 表明 ,昆虫 在 面临 非 生 物 胁 迫 ( 温 度 又 升 . 紫 外 照 
射 \ 化 学 药品 等 ) 和 生物 胁迫 ( 病毒、 细菌、 真菌 等 ) 
时 ,会 采取 表达 热 激 蛋白 (heat shock proteins, 
HSPs) 的 策略 来 应 对 这 些 胁 迫 ( Hickman and 
Hildebrand, 2004; Lu and Wan, 2011; Datkhile et 
al., 2011; Tang et al., 2012) ,但 有 的 昆虫 是 以 损伤 
生殖 力 为 代价 的 (Huang et al., 2007) 。 

RH Bombyx mori 是 一 种 重要 的 经 济 昆 虫 , 同 






























































耐 受 性 最 高 。 如 印度 的 一 种 多 化 性 品种 的 5 龄 幼虫 
FE 42°C PF Mb FH Lh 无 死亡 现象 ,但 在 46 忆 下 热 激 1 
h 死亡 率 达 到 100% (Vasudha et al., 2006) , ZEIZ 
型 多 角 体 病毒 ( Bombyx mori nucleopolyhedrovirus , 
BmNPV ) 是 家 看 最 重要 的 病原 之 一 ,对 看 业 生 产 危 
害 极 大 。BmNPV 侵 染 会 引起 家 不 的 抗 病 毒 免 疫 反 
应 ,如 家 看 脂 酶 (lipase) 、 家 天 丝氨酸 蛋白酶 (serine 
protease) 等 抗 病毒 物质 及 一 些 抗菌 肽 的 表达 
(Ponnuvel et al., 2003; Nakazawa et al., 2004; Zhou 
et al., 2013) 。 利 用 热 激 研 究 家 和 蛋品 种 的 耐 受 性 较 
为 常见 (Manjunatha et al., 2010) , 而 关于 热 激 是 否 
会 影响 家 看 的 免疫 作用 目前 还 没有 相关 报道 。 本 研 
FERN HARR KEA & FA AG BE ( Bm NPV ) 的 
方式 ,初步 研究 短 时 热 激 后 对 家 和 看病 毒 免 疫 能 力 的 
影响 以 及 家 和 在 对 病毒 抗 性 的 分 子 机 制 。 






































1 材料 与 方法 


1.1 材料 
RES tn BEN te AL x 管 松 ,常温 桑树 Morus alba 
叶 育 ,选用 看 体 健 康 、 大 小 一 致 的 5 龄 第 1 天 幼虫 用 
于 实验 ;家 盔 核 型 多 角 体 病毒 ( BmNPV ) 采集 于 云南 
保山 看 区 ,为 本 实验 室 扩 繁 保存 。 
1.2 病毒 纯化 
将 保存 的 病毒 用 家 看 5 龄 幼虫 扩 繁 ,收集 典型 
发 病 的 家 看 血液 , 采用 基 糖 梯度 (30% -40% - 
60% ) 离心 的 方法 纯化 病毒 ,转速 为 4 000 xmin ,水 
平 离心 30 min。 收 集 病 毒 多 角 体 ,用 灭 菌 水 洲 解 , 离 
心 (8 000 r/min 离心 10 min) BK, FER, ERE 
糖 。 最 后 用 适量 灭 苗 水 浴 解 ,血球 计数 板 计数 病毒 
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多 角 体 的 浓度 为 5.4 x 10° PIBs/mL, 保存 于 4C 
备用 。 
1.3 主要 试剂 与 仪器 

总 RNA 抽 提 试剂 Trizol Reagents 购 于 美 
Invitrogen, PrimeScript II™ 1st strand cDNA Synthesis 
Kit 试剂 盒 购 自 宝 生物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 ,荧光 
定量 试剂 盒 为 罗氏 ( Roch) FastStart Universal SYBR 
Green Master (ROX) 。 














Bmhsp70, Bmhsp40, Bmhsp19.9, Bmhsp21.4 和 
Bmhsp25.4 作为 候选 基因 , GenBank 登录 号 分 别 是 
AB060275, DQ311189, AB206400, AB195970, 
AB195972 和 EU401668。 

1.5.2 引物 设计 : 根据 荧光 定量 引物 设计 的 要 求 ， 
利用 软件 Primer Premier 5. 0 Dit SUSE A Ree S| A 
(#21). UZE actin3 (GenBank 登录 号 : X04507) 
作为 内 参 基 因 , 所 有 引物 序列 由 生 工 生物 工程 (上 




















主要 仪器 设备 有 Sigma 水 平 冷冻 离心 机 、 美 国 
BIO-RAD 高 速 冷冻 离心 机 、 德 国 Eppendorf 公司 核 
酸 和 蛋白 检测 仪 ,美国 ABI StepOnePlus Real-time PCR 
System 等 。 

1.4 试 虫 感染 病毒 处 理 

实验 设 2 个 处 理 。 处 理 1: 取 发 育 良 好 的 家 看 5 
龄 第 1 天 幼虫 ,进行 短暂 热 激 处 理 (42Y ,15 min) 后 
喂食 病毒 。 每 头 家 得 单独 喂食 病毒 BmNPV ,用 移 液 
枪 将 BmNPV 多 角 体 (polyhedral inclusion bodies, 
PIBs) 悬 液 (5.4 x 10° PIBs/mL) 添 加 到 家 蚕食 叶 的 
叶片 部 位 ,自然 吸食 , BBP UR Hy 10 
pL, 即 喂食 病毒 多 角 体 的 量 为 5.4 x 10° PIBs/ 3 
处 理 2: 无 热 激 处 理 , 直接 喂食 病毒 ,喂食 方法 与 剂 
量 同 处 理 1。 同 时 设 喂 食 无 菌 水 的 对 照 组 ,每 个 处 
理 重 复 3 次 ,每 个 重复 20 头 家 得, 其 后 用 高 培养 严 
单 头 正常 饲养 ,统计 发 病死 亡 虫 数 。 

以 上 述 同样 方法 处 理 家 和 蛋 5 龄 幼虫, 分 别 于 喂 
食 病 毒 BmNPV 3, 6, 12 和 24 h REIZE, WE 
处 理 组 的 中 肠 组 织 。 每 3 头 家 看 的 中 肠 组 织 为 一 个 
样品 , 共 3 个 重复 。 保 存 于 -80Y 冰箱 中 备用 。 

1.5 家 竺 抗菌 肽 及 热 激 蛋白 基因 mRNA 表达 量 的 
检测 

1.5.1 靶 基 因 确 定 : 目前 ,家 得 抗菌 肽 有 7 个 大 家 
We, 分 别 为 Cecropin, Moricin, Gloverin, Attacin, 
Enbocin, Lebocin 和 Defensin ,它们 的 基因 均 以 基因 
家 族 形式 存在 。 根 据 其 主 功能 基因 产物 的 广 谱 抗菌 
活性 和 强 的 诱导 表达 活性 (Yang et al., 2011) ,分 别 
选择 BmcecD, Bmglve2, Bmattal , Bmlebo3, Bmmor , 
Bmenbo2 和 BmdefeB 作为 候选 基因 , 这 些 基因 的 
NCBI 登录 号 分 别 是 : NM _ 001043368. 1，NM _ 
001044218.2, NM_001043541.1, NM_001126260. 1, 
NM _ 001043364. 2, NM _ 001098374. 1 和 NM _ 
001135205. 1, 

到 目前 为 止 ,已 鉴定 并 公布 序列 的 家 和 看 热 激 蛋白 
包括 大 分 子 热 激 蛋白 和 小 分 子 热 激 和 蛋白 共有 20 个 ， 
本 研究 选择 具有 代表 性 的 6 个 热 激 蛋白 基因 Bmhsp90， 










































































海 ) 股 份 有 限 公司 合成 。 
1.5.3 总 RNA 提取 与 检测 : 将 1.4 节 处 理 后 的 中 
肠 组 织 置 于 研 钵 中 ,加 入 液 氮 快速 研磨 后 ,按照 50 ~ 
100 mg /mL Trizol Reagent 向 人 研 钵 中 加 入 试剂 。 然 
后 按照 Trizol Reagent 试剂 说 明 书 提取 实验 组 与 对 
照 组 家 等 中 肠 组 织 的 总 RNA。 获 得 的 RNA 置 于 
-807 备 用 ,测定 OD 值 ,检测 提取 组 织 RNA 的 浓 
度 和 质量 后 用 于 反 转 录 实 验 获得 cDNA 模板 。 
1.5.4 相关 基因 实时 荧光 定量 检测 与 统计 方法 : 
SEIN SIG XE HE RT-PCR 反应 在 ABI StepOnePlus 上 
进行 。 参 照 Real-time PCR Master Mix 试剂 盒 说 明 
书 ,20 uL PCR 扩 增 体系 : SYBR Green Master( Rox) 
10 wL,PCR Forward Primer (10 pmol/L) 0.6 uL, 
PCR Reverse Primer (10 pmol/L) 0.6 uL, DNA 模板 
2.0 wL,ddH,O 6.8 pL, PCR 程序 :95% 预 变性 1 
min 95°C 变性 15 s,60°C 退火 31 s,72°C 延伸 45 s, 
40 个 循环 。 每 个 重复 样品 测 3 次 。 基 因 相 对 表达 
量 采用 2-^^“* 表 示 ( Livak and Schmittgen, 2011) 。 
1.6 系统 进化 分 析 

M ZEI 组 数据 FE ( http://silkworm. 
genomics. org. cn/) 及 NCBI 数据 库 ( http://www. 
ncbi. nim. nih. gov/ ) 查询 并 下 载 20 种 家 看 热 激 和 蛋白 
的 蛋白 序列 ,利用 MEGAS. 0 软件 进行 多 序列 比 对 
后 ,采用 邻接 法 构建 进化 树 ,并 用 Bootstrap 1 000 次 
重复 验证 进化 树 的 可 能 性 。 


























2 结果 


2.1 HABE TRAE BmNPV 侵 染 后 的 存 
活 率 

RAS 5 龄 幼虫 热 激 处 理 (42% ,15 min) 后 ,将 
喂食 BmNPV(5.4 x 10° PIBs/ 头 ) 的 处 理 组 与 未 经 热 
HARIRA BmNPV 和 喂食 无 菌 水 的 对 照 组 的 累计 
存活 率 进行 比较 。 结 果 表 明 ( 图 1) ARRA 
BmNPV 后 108 h 开始 死亡 ,120 -132 h 是 家 看 死亡 
的 高 峰 期 。 在 喂食 病毒 后 132 h ,未 经 过 热 激 处 理 的 





























508 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 60 卷 





R1 实验 所 用 引物 序列 


Table 1 Primer sequences used in the experiment 














基因 名 称 引物 序列 (5' -3') 预期 产物 大 小 (bp) 
Gene name Primer sequences Predicted product size 
ae F; CTATCCTICGTCTTCGCTCT og 
rg R: ATGTTCCTGCCCATITITTC 
pase F: AAGTTTACGGACCTTCTGATTACG ag 
eee R: AGTGCCAAAGACCTTGCCTC 
aoe F: CAGTGAACTCGGATGGAACC oe 
eee R: CCGTGCCCGTTTATATIGTC 
F: AGITCTGGTGCTGTTCTTTGC 
Bmlebo3 128 
R: CACTGTACGTGTTATCGGGC 
: F: CGCTCCAGCAAAAATACCTA it 
FERK R: TACCGACTGCCTTTCCTACA 
F: CTTGTTCGTTGTTGTTTTC 
Bmenbo2 130 
R: TGCGCCTACCGTCGCCACC 
PP F: GATTGGATTATCCAGGCGG E 
mel R: AACAGTATTGTTCTGATGAGAGATAG 
F; GTCATAATTGIGCCAGAATACTTAC 
Bmhsp90 120 
R: TGATACATTCAGAGTTCACCTTTAG 
baat, F: ACTGTGCTTCCCAGATACGC oe 
HOE R: AACGACTGCGGCAAACC 
F: CCTTCCAGAAAGAAGGIGATCG 
eee R: ATGTCACTGCCTTCTCGCTTG ie 
eee F; TTGGCTCCAGCATCAAAAGTG N 
ons? R: TCTTCTCCTCGTGTTTGCCTTC 
F: CGGGACAGCGAAGACTTAA 
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图 1 短 时 热 激 (42% , 15 min) 后 喂食 BmNPV 对 家 等 5 龄 幼虫 存活 率 的 影响 
Fig. 1 Effects of BmNPV feeding after short-time heat shock (42°C , 15 min) 
on the survival rates of the 5th instar larvae of Bombyx mori 
热 激 + 病毒 Heat shock and virus; 热 激 处 理 (42% , 15 min) 后 喂食 BmNPV Feeding with BmNPV after short-time heat shock (42°C , 15 min) ; 无 菌 
水 Sterile water: 喂食 无 菌 水 为 对 照 组 Feeding with sterile water as the control; 病毒 Virus: 直接 喂食 BmNPV Feeding with BmNPV directly. BmNPV 
喂食 剂量 为 5.4 x 10° PIBs/ 头 。 以 下 各 图 同 。BmNPV is given at the dose of 5.4 x 10° PIBs/individual. The same for the following figures. 图 中 数据 
为 平均 值 上 标准 差 ; 星 号 表示 经 热 激 后 喂食 病毒 的 处 理 组 与 未 热 激 直接 喂食 病毒 组 之 间 存 活 率 存在 极 显著 差异 (#- 检 验 , P <0. 01 ) Data in 
the figure are mean + SD. Asterisk indicates extremely significant differences in the survival rates between the heat shock and non-heat shock groups before 


infected with BmNPV (t-test, P<0.01). 


























5 期 




















唐 芬 芬 等 : RAY FAA ea AR AE RT A HY E fA AIG BEIDE PEKAK D A KAA A ERRAK FEAE 509 
对 照 组 存活 率 突然 就 降 到 了 48% ,而 经 过 热 激 处 理 7 类 抗菌 肽 主 基因 mRNA 转录 水 平 。 在 直接 喂食 


组 的 存活 率 为 78% 。 两 者 在 168 h 的 存活 率 分 别 为 
35% 和 75% 。 经 热 激 处 理 后 喂食 病毒 与 未 热 激 直 
接 喂食 相 比 ,存活 率 提高 了 2. 1 倍 。 该 结果 表明 , 喂 
R BmNPV 前 短 时 热 激 增强 了 家 答对 BmNPV 病原 
的 抗 性 。 
2.2 短 时 热 激 对 7 类 家 看 抗菌 肘 主 基因 表达 的 影响 
家 看 抗菌 肽 作为 主要 免疫 因子 之 一 ,在 抗 病毒 
中 可 能 发 挥 着 重要 的 作用 。 本 研究 利用 实时 区 光 定 
Œ RT-PCR 检测 了 短 时 热 激 后 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 中 
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2 qRT-PCR 分 析 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 中 7 种 抗菌 肽 主 基因 的 相对 转录 水 平 





BmNPV Ja 6 h 时 ,所 检测 的 7 类 抗菌 肽 主 基因 中 有 
4 个 基因 达到 诱导 表达 高 峰 , 分别 是 BmcecD， 
Bmglve2, Bmmor 和 BmdefeB (图 2: A)。 其 中 
Bmglve2 最 为 显著 ,呈现 出 先 上 升 后 下 降 的 趋势 。 
热 激 后 喂食 病毒 处 理 组 的 抗菌 肽 主 基 因 的 表达 情况 
与 未 热 激 直接 喂食 处 理 组 有 所 差异 ,但 Bmglve2 的 
诱导 表达 水 平 也 是 最 高 的 ,其 表达 量 高 峰 被 延至 12 
h( 图 2: B) ,是 无 戎 水 处 理 对 照 组 的 近 80 倍 , 是 直 
接 喂食 病毒 处 理 组 的 8.47 倍 。 
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Fig. 2 Relative transcription levels of seven major antimicrobial genes in the midgut of the 5th instar 


larvae of Bombyx mori analyzed by qRT-PCR 
A: 未 经 热 激 直接 喂食 BmNPV No heat shock and feeding BmNPV directly; B: 喂食 BmNPV 前 进行 热 激 (42% , 15 min) Exposed to heat shock 
(42°C , 15 min) before feeding BmNPV. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 。Data in the figure are mean + SD. 














2.3” 短 时 热 激 对 家 和 看 热 激 蛋白 基因 表达 的 影响 


Bmhsp25.4 基因 的 表达 量 大 幅度 上 升 ,是 直接 喂食 








家 答 经 热 激 后 ,其 体内 表达 的 热 激 蛋白 可 能 影 
响 家 盔 人 免疫。 本 研究 用 实时 奕 光 定量 RT-PCR 检测 
了 家 和 蛋 部 分 热 激 重 白 基因 热 激 后 在 5 龄 幼虫 中 上 肠 中 
的 转录 水 平 。 结 果 表 明 ,喂食 BmNPV 会 诱导 所 检 
测 的 6 种 热 激 蛋白 中 部 分 热 激 蛋 白 基 因 表 达 上 调 
(图 3: A), 4292 & BmNPV 后 3 h, Bmhsp70, 
Bmhsp19.9 和 Bmhsp25.4 基因 表达 上 调 ;24 h 时 , 仅 
Bmhsp90 基因 的 转录 水 平 呈 明显 上 调 趋 势 。 其 中 
Bmhsp25. 4 基因 的 诱导 表达 量 在 整个 过 程 较 高 ,在 
处 理 组 6 h 达到 高 峰 , 随后 降低 。 

在 喂食 BmNPV 前 进行 短 时 热 激 处 理 组 所 检测 
的 热 激 蛋白 在 中 肠 中 的 表达 趋势 与 直接 喂食 病毒 的 
处 理 组 是 一 致 的 (图 3: B) ,如 Bmhsp90 基因 在 两 种 
处 理 中 均 在 处 理 24 h 表达 量 升 高 ,但 在 喂食 病毒 前 
是 否 进行 热 激 对 其 表达 量 无 影响 ,都 是 对 照 组 的 12 
倍 左右 ;Bmhsp25.4 基因 的 表达 量 逐 渐 上 升 后 又 下 
降 , 在 6 h 达到 高 峰 ; 热 激 后 喂食 病毒 处 理 组 的 





























病毒 的 19 倍 ,存在 极 显著 差异 (P<0.01)( 图 3: 
C) 。 推 测 Bmhsp25. 4 在 中 肠 应 对 外 界 刺 激 与 抵抗 
病毒 中 具有 重要 的 作用 。 
2.4 家 等 热 激 蛋 白 的 系统 进化 分 析 

应 用 MEGA5.0 软件 构建 了 家 看 热 激 蛋白 的 系 
统 发 育 树 ,结果 如 图 4 所 示 ,进化 树 明 显 划 分 为 2 个 
分 支 ,16 种 小 分 子 热 激 蛋白 的 进化 亲缘 关系 较 近 ， 
聚 为 一 类 。 而 BmHSP25. 4 作为 小 分 析 热 激 蛋 白 在 
进化 上 比较 特殊 ,没有 和 其 他 小 分 子 热 激 蛋白 聚 为 
一 类 ,而 是 与 大 分 子 热 激 蛋白 (BmHSP90, BmHSP70 
和 BmHSP40 ) 在 进化 发 育 上 较为 接近 ,推测 它 在 进 
化 上 有 特殊 的 意义 。 

















3 讨论 


本 研究 发 现 ,在 对 家 和 蛋 喂 食 BmNPV 前 进行 短 
时 热 激 (42 , 15 min) ,能 够 提高 家 乍 对 BmNPV 的 
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图 3 qRT-PCR 分 析 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 中 6 种 热 激 蛋白 基因 的 相对 转录 水 平 
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Fig. 3 Relative transcription levels of six heat shock protein genes in the midgut of the Sth instar 


larvae of Bombyx mori analyzed by qRT-PCR 
A: 未 经 热 激 直 接 喂 食 BmNPV No heat shock and feeding BmNPV directly; B: 喂食 BmNPV 前 进行 热 激 (42% , 15 min) Exposed to heat shock 
(42°C , 15 min) before feeding BmNPV; C: 直接 喂食 BmNPV 与 热 激 (42% ,15 min) 后 喂食 BmNPV 两 种 情况 下 Bmhsp25. 4 的 表达 情况 The 
expression levels of Bmhsp25.4 in heat shock (42°C , 15 min) and non-heat shock groups before feeding BmNPV. 图 中 数据 为 平均 值 + 标 准 差 ; 柱 上 
星 号 表示 经 热 激 后 喂食 病毒 的 处 理 组 与 未 热 激 直接 喂食 病毒 处 理 组 之 间 Bmhsp25. 4 基因 相对 表达 量 存 在 极 显 著 差 异 (t- 检 验 , P <0.01)。 


Data in the figure are mean + SD. Asterisk indicates extremely significant difference in the expression levels of Bmhsp25.4 between heat shock and non- 


heat shock groups infected with BmNPV (t-test, P <0.01). 


PEHE, HER BH AA We Hg GR AR A JG BE HY) AE VE 
FA RCE AE Pl ae as BE TR AE EY BG Es P 
应 选择 合适 的 温度 条 件 , 以 降低 温度 对 防治 效果 的 
影响 ,从 而 准确 判断 不 同 病 毒 或 不 同 毒 株 对 家 看 的 
侵 染 致 病 力 。 同 样 ,在 对 家 看 病毒 病 的 防治 中 也 应 
考虑 环境 温度 对 家 在 抗 病毒 免疫 的 影响 ,考虑 到 温 
度 对 防治 效果 的 影响 。 

昆虫 在 面临 温度 又 升 和 微生物 胁迫 时 ,会 采取 
提高 抗菌 肽 及 热 激 蛋白 基因 表达 量 的 策略 来 应 对 这 
些 胁 迫 ( Wojda and Jakubowicz, 2007; Tang et al., 
2012) 。 本 研究 发 现 , RAE TEM BmNPV 病毒 后 ， 
部 分 抗菌 肽 基因 的 表达 明显 上 调 , 尤 其 Bmglve2 R 
达 上 调 明 显 ,该 结果 与 Bao 等 (2010 ) 研究 报道 的 
BmNPV 侵 染 后 大 量 诱导 家 看 脂肪 体 与 血 淋 巴 中 
Gloverin 抗菌 肽 家 族 基 因 在 6 h 表达 的 结果 相似 。 
同时 ,Bmeglve2 作为 Gloverin 家 族 的 主 基因 ,对 微 生 

















物 诱导 的 表达 活性 和 抗菌 活性 最 强 ( Yang et al., 
2011)。 男 外 ,在 大 蜡 坚 中 热 激 后 使 许多 抗菌 肽 基 
因 的 表达 上 调 , 从 而 增强 了 大 蜡 晶 对 苏 云 金 芽 孢 杆 
Bacillus thuringiensis 侵 染 的 抵抗 力 (Wojda and 
Jakubowicz, 2007)。 由 此 推测 Gloverin 抗菌 肽 家 族 
在 家 看 抗 病毒 作用 中 可 能 发 挥 重 要 作用 ,这 也 是 短 
时 热 激增 强 家 大 对 BmNPV 免疫 的 重要 原因 。 

家 大 中 已 有 许多 编码 HSPs 的 基因 被 克隆 和 鉴 
定 。 目 前 ,鉴定 的 热 激 蛋白 共有 20 个 ,大 分 子 热 激 
蛋白 有 HSP90, HSP70 和 HSP40 , 小 分 子 热 激 蛋白 
有 HSP19.9, HSP20.8， HSP20.1， HSP21. 4， 
HSP23. 7 和 HSP25. 4 等 17 种 (Sakano et al., 2006; 
Li et al., 2009; Sosalegowda et al., 2010; Sheng et 
al., 2010; 罗素 娟 等 , 2010), HF AA HSPs 的 研 
究 主要 集中 在 高 温 胁迫 与 耐 热 性 方面 ,而 关于 热 休 
克 和 蛋白 在 生理 生化 及 分 子 进 程 的 特殊 功能 作用 缺乏 
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Fig. 4 Phylogenetic tree of Hsps from Bombyx mori( neighbor-joining method ) 


标尺 示 遗 传 距离 ; 各 分 支 上 的 数字 为 自 引导 值 (1 000 次 重复 ) The scale bar represents genetic 





1 000 replicates. 

















认识 。 据 报道 , 热 激 和 蛋白 作为 免疫 相关 和 蛋白 ,与 哺乳 
动物 的 防御 机 制 有 关 (Hickmnan-Miller and 
Hildebrand, 2004) ,其 在 昆虫 的 免疫 反应 中 的 作用 
the SCTE. WAKI HSP90 蛋白 (Wojda and 
2007 ) . 3 ff Musca domestica HSP70 
(Tang et al., 2012) FE Antheraea pernyi 小 热 激 蛋 
H sHSP21.4( Zhang et al., 2015) 。 本 研究 发 现 家 等 
6 种 热 激 蛋 白 基 因 在 喂食 BmNPV Ja xA P ALAA 
中 的 表达 不 同 ,其 中 Bmhsp70, Bmhsp19.9, Bmhsp90 
All Bmhsp25.4 上 调 表 达 明 显 ,而 对 这 些 重 白 在 家 看 
免疫 中 的 功能 将 是 进一步 深入 研究 的 内 容 。 此 外 ， 


Jakubowicz, 

















本 研究 还 发 现 家 和 蛋 经 过 适时 热 激 后 喂食 BmNPYV ,小 
分 子 热 激 蛋白 基因 Bmhsp25. 4 的 表达 量 大 幅度 增 





istance. The bootstrap values were obtained from 


加 。 由 此 推测 ,BmHSP25.4 在 应 对 高 温 胁迫 和 抗 病 
毒 免疫 中 很 可 能 发 挥 着 重要 作用 ,但 对 这 种 免疫 作 
及 其 机 制 还 需要 进一步 深入 研究 。 
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